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 天然薬物に対するモノクローナル抗体の作製と応用  
Production of monoclonal antibodies against bioactive natural products 
 and their applications 




の作製に取り組み，大黄やセンナの sennoside A 1) 及び B 2)，薬用人参の ginsenoside Re 3)，芍薬の paeoniflorin 
4)，附子の aconitine 5)，黄芩の baicalin 6) 等に対する MAbを作製し，高感度の競合的エライザ法（Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay, ELISA）を確立してきた 7-9)。またイースタンブロッティングと命名した抗体染色法を確立
し，さらに定量分析を可能とする新イースタンブロッティングも開発した 10－19）。さらにイムノクロマトグラフ法
を利用した簡易分析キットも作製した 20)。一方で，Sennoside A に対する小型化抗体（single-chain variable 
fragment, scFv）遺伝子をクローニングし，scFv遺伝子をホスト植物であるセンナへ導入し sennoside A含量を
上昇させることにも成功した。本講演では，sennoside A及び Bに対する MAbの作製とその応用研究，新イースタ
ンブロッティングの開発について紹介する。 
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（１）Sennoside A 及び B に対するモノクローナル抗体の作製と応用研究  







び Bそれぞれに対する特異的な MAbを作製した。図１は sennoside A及び Bの検量線である。Sennoside A
においては，20～200 ng/ml の間で，sennoside B においては，0.5～20 ng/ml の間で信頼性のおける分析
が可能で，感度は概ね HPLC の数千倍程度である。MAb で重要なことは多数の成分の中においてターゲット
とする成分のみを簡便に分析出来る機能を持っていることである。交差反応性を調べた結果，sennoside以
外の成分とは親和性がなく，従って選択性の高い分析が可能なことが明らかとなった（表１）。次に実際の
サンプル中の sennoside A及び Bの定量を行い，その信頼性を調べたところほとんど５％以内の誤差に収ま
り極めて精度の高い分析方法であることが検証できた。  
    表１  抗体の交差反応性  







図１ 競合的 ELISAによる Sennoside A 及び B の検量線  
ノーザン（RNA），サザン（DNA），ウエスタン（タンパク）に次いで 4番目の染色法としてイースタンブロ
ッティングと命名したので紹介する。大黄やセンナのサンプルを通常の TLCを用いて溶媒系で展開し，硫酸
等で発色すると全ての化合物が発色するのでスタンダード無くしては sennoside A及び Bを特定することは












































 そこへ BSA等を加えると複合体を形成し，同時に膜上への sennosideの結合能を付与することになる。つま
り BSA等のタンパクを介して膜に sennosideが結合することになる。この時点で抗 sennoside A MAbを加え
抗原抗体反応を行い，パーオキシダーゼを標識した 2 次抗体を加え，最後に基質を添加することにより，
sennoside Aのみのスポットが発色する。同様に，抗 sennoside B MAbを用いると sennoside Bのみが染色













図２ 大黄切片中の sennoside Aの免疫染色          図３ Sennoside A及び B分析キット 
MAb はハイブリドーマ細胞を血清添加培地で培養することにより生産するために必ずしも経済的とは言
い難い。そこで scFv 遺伝子を作製し大腸菌の発現ベクターへ組み込み scFv タンパクの産生法を確立した。
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